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イプ 1銅、タイプ 2銅、タイプ 3銅などに分類され、それぞれ電子伝達系、酸化還元、酸












































































程で、新薬の候補化合物の結合に伴うタンパク質の構造変化を in situで観測できるだろう。 
本研究では、ペプチド鎖と銅との相互作用を示す系の一つとして、細胞外から細胞内へ





細胞外 (あるいは小胞体のルーメン側) に、C 末端側を細胞内に露出している[44-46]。膜

























る。同様に、細胞内にはヒスチジン残基がよく保存されている。Reprinted by permission 
from Springer Nature: Springer-Verlag Cell Biochemistry and Biophysics [46], Springer Science Business 
Media, LLC (2012) 
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2. 1. Cys/Trpモチーフモデルペプチドの合成と精製 
2. 1. 1. Fmoc固相合成法によるペプチドの合成 
 ペ プ チ ド 合 成 機 (Applied Biosystems, Model 431A) を 用 い て 、 Fmoc 
(9-Fluorenylmethoxycarbonyl) 固相合成法により、分裂酵母 (Schizosaccharomyces pombe) の
Ctr4とCtr5のCys/Trpモチーフに対応する下記のペプチドを得た。Ctr4の 113残基目から








(1) Fmocアミノ酸 各 1 mmol (渡辺化学工業) 
(2) 樹脂 
Fmoc-Lys(Boc)-Wang resin (200–400 mesh) 0.25 mmol (BACHEM) 
(3) 反応試薬 (Applied Biosystems) 
アミノ酸の活性化 















 まず、Fmoc-Lys(Boc)-Wang resin を piperidineで脱保護し、NMPで洗浄を行った。HBTU、
HOBt、DIEAにより活性化された次のアミノ酸を樹脂に導入して、縮合反応を行った。再





2. 1. 2. ペプチドの切り離しと脱保護 
 50 mlナス型フラスコ内で、以下の脱離反応液を氷上で調製した後、2. 1. 1. で合成した
ペプチド付樹脂を加えて室温で 100分撹拌した。 
脱離反応液 
Phenol 0.375 g 
Ethanedithiol 0.125 ml 
Thioanisole 0.25 ml 
脱イオン水 0.25 ml 
Trifluoroacetic acid (TFA) 5 ml 
グラスフィルターを用いて反応液を減圧濾過し、樹脂を取り除いた。得られた濾液を、









で沈殿を溶解させ、0.5 mlずつ 1.5 mlチューブに分注し、再び凍結乾燥をして保存した。 
 
2. 1. 3. HPLCによる精製 
 2. 1. 2.で脱保護したペプチドは、逆相HPLCによって精製した。 
ペプチド粉末を 900 µlのイオン交換水で溶解させ、NaOH水溶液を用いて pH 7–8付近に
調整した。Dithiothreitol 0.006 gをペプチド水溶液に添加して40℃で1時間加熱することで、










カラム: Nacalai Tesque、Cosmosil 5C18AR300 (サイズ 10×250 mm) 
流速: 2.0 mL/min 




表 2-1 移動相のグラジエント 
時間 (min) 0 15 35 50 
A液 (%) 80 20 20 80 
B液 (%) 20 80 80 20 
 
2. 1. 4. 定量 
 それぞれのペプチドに含まれる Trp残基と Tyr残基、および S-S結合の数をもとに以下
の式 2-1[54,55]から 280 nmにおけるモル吸光係数を算出し、Lambert-Beerの法則から濃度
を決定した。ただし式 2-1において、(#Trp)、(#Tyr)、(#S－S)はそれぞれ、Trp残基数、Tyr
残基数、形成されている S-S結合の数とする。 
ε280 = 5500 × (#Trp) + 1490 × (#Tyr) + 125 × (#S − S)  (2-1) 
Ctr4(113-136)の場合 
ε280 = 5500 × 2 + 1490 × 2 + 125 × 0 = 13980  
Ctr5(22-45)およびCtr3(11-34)の場合 
ε280 = 5500 × 2 + 1490 × 1 + 125 × 0 = 12490  
定量を行ったペプチド水溶液は、ペプチドが 0.5 µmolまたは 0.05 µmolずつになるよう
に分注し、凍結乾燥処理をしたのち保存した。 
 
2. 1. 5. 還元型 SH基の定量 
(1) 50 mMリン酸 buffer (pH 7.4) を調製した。 
(2) 10 mM DTNB (5,5’-Dithiobis (2-nitrobenzoic acid)) / 50 mMリン酸 bufferを調製した。 
(3) 0.05 µmolのペプチドを 1 mlのリン酸 bufferに溶解させた。 
(4) (3)の溶液を 4倍希釈した (ペプチド 12.5 µM、SH基 25 µM)。 




(6) 300–550 nmの範囲で吸収スペクトルを測定した。 
(7) 10 mM DTNB / 50 mM リン酸bufferの吸収スペクトルを300–550 nmの範囲で測定した。 
(8) (6) で得られたスペクトルから、(7) で測定したDTNBのみのスペクトルを、未反応の
DTNBのバンドが消えるように差し引き、差スペクトルを得た。 
測定条件 (Jasco, U3300) 
測定波長: 300–550 nm 走査速度: 120 nm/min スリット幅: 2 nm 
セル長: 1 cm 
 
DTNBは、SH基と式 2-2のような反応をし、410 nmに吸収極大を持つ化合物 TNBを生




係数としては ε412 = 14150の値を用いた[57]。 
2RSH + DTNB → RS − SR + 2TNB  (2-2) 
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2. 2. 銅添加前後の Cys/Trpモチーフの蛍光スペクトル測定 
2. 2. 1. Cu(II)を添加した Cys/Trpモチーフの SCu(I)由来の蛍光の検出 
(1) 0.5 mM CuCl2水溶液を調製した。 
(2) 0.05 µmolのペプチド粉末を 1000 µlのイオン交換水に溶解させた。NaOH水溶液で pH 
5.0に調整し、Cu 0 eq.のサンプルとした。 
(3) 0.05 µmolのペプチド粉末を 900 µlのイオン交換水に溶解させ、100 µlのCuCl2水溶液
を添加した (終濃度: ペプチド 0.05 mM、Cu 0.05 mM)。NaOH水溶液で pH 5.0に調整し、
Cu 1 eq.のサンプルとした。 
(4) 3 mm×3 mmのミクロセル用い、蛍光スペクトルおよび蛍光励起スペクトルを測定した。 
 蛍光スペクトル測定条件 (Jasco, FP-6500) 
励起波長: 305 nm 測定波長: 400–600 nm 励起バンド幅: 3 nm 
蛍光バンド幅: 3 nm 感度: High 走査速度: 500 nm/min 
蛍光励起スペクトル測定条件 (Jasco, FP-6500) 
蛍光波長: 550 nm 測定波長: 220–400 nm 励起バンド幅: 3 nm 
蛍光バンド幅: 3 nm 感度: High 走査速度: 500 nm/min 
 
2. 2. 2. Cys/Trpモチーフへの Cu(I)の滴定 
(1) 溶媒としてCH3CNを用いて 8 mM [Cu(CH3CN)4]PF6ストック溶液を調製した。 
(2) 0.5 µmolのペプチド粉末を 1000 µlのMES buffer (50 mM, pH 5.0) に溶解させ、500 µM 
ペプチド溶液とした。 
(3) 500 µMペプチド溶液、8 mM Cu(I)ストック、CH3CN、MES buffer (50 mM, pH 5.0) を表
2-2の組成で混合し、Cu(I)添加量が0–4当量のサンプルとした。ペプチドの終濃度は50 µM、
Cu(I)の終濃度は 0–200 µM、CH3CNの終濃度は 4 v/v %である。 
(4) 3 mm×3 mmのミクロセル用い、以下の測定条件で蛍光スペクトルを測定した。 
 測定条件 (Jasco, FP-6500) 
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励起波長: 295 nm 測定波長: 300–580 nm 励起バンド幅: 3 nm 
蛍光バンド幅: 3 nm 感度: Medium 走査速度: 500 nm/min 
表 2-2 Cu(I)滴定実験におけるサンプルの組成 
Cu(I)/peptide 500 µM peptide 8 mM Cu(I) acetonitrile MES buffer 
0 eq. 100 µl 0 µl 40 µl 860 µl 
0.5 eq. 100 µl 5 µl 35 µl 860 µl 
1 eq. 100 µl 10 µl 30 µl 860 µl 
1.5 eq. 100 µl 15 µl 25 µl 860 µl 
2 eq. 100 µl 20 µl 20 µl 860 µl 
3 eq. 100 µl 30 µl 10 µl 860 µl 
4 eq. 100 µl 40 µl 0 µl 860 µl 
 
2. 3. 銅前後の Cys/Trpモチーフの非共鳴ラマンスペクトル測定 
2. 3. 1. Cu(II)を添加した Cys/Trpモチーフの 488 nm励起ラマンスペクトル測定 
(1) 50 mM CuCl2水溶液を調製した。 
(2) 0.5 µmolのCtr4(113-136)の粉末を 100 µlのイオン交換水で溶解させ、2M NaOHで pH
を 5.0に調整したものを、Cu 0 eq.のサンプルとした。 
(3) 0.5 µmolのCtr4(113-136)の粉末を90 µlのイオン交換水で溶解させ、50 mM CuCl2を10 µl
混合した。これを 2M NaOHで pHを 5.0に調整し、Cu 1 eq.のサンプルとした。 
(4) (3)のサンプルを 24時間放置したものを、Cu 1eq. (24 h) のサンプルとした。 
(5) キャピラリー管に溶液試料を入れ、各サンプルのラマンスペクトルを測定した。 
測定条件 (Jasco, NRS-3100AR) 
励起波長: 488.0 nm、露光・積算時間: 60 分、減光器: オープン、 




2. 3. 2. Cu(I)を添加した Cys/Trpモチーフの 488 nm励起ラマンスペクトル測定 
(1) 溶媒としてCH3CNを用いて 8 mM [Cu(CH3CN)4]PF6ストック溶液を調製した。 
(2) 0.5 µmol のモデルペプチドを 250 µlのH2OまたはD2Oに溶解させ、2M NaOHまたは
2M NaODで pHを 5.0に調整したものを、Cu なしのサンプルとした。 
(3) 0.5 µmolのモデルペプチドを 250 µlのイオン交換水に溶解させ、8 mM [Cu(CH3CN)4]PF6





測定条件 (Jasco, NRS-3100AR) 
励起波長: 488.0 nm、露光・積算時間: 60 min、減光器: オープン、 
対物レンズ: UMPLEF20×、スリット: 0.2×6 mm 
 
 
2. 4. 質量分析スペクトル 
(1) 5 mM CuCl2水溶液を調製した。 
(2) 0.25 µmolのペプチドCtr4(113-136)を 950 µlのイオン交換水で溶解させた。 
(3) 50 µlの 5 mM CuCl2水溶液をペプチド溶液に添加した。終濃度は、ペプチド・銅共に 0.25 
mMである。 
(4) NaOH水溶液を用いて pH 5.0に調整した。 
(5) (4)の溶液を 500 µlずつ 2つに分注した。一方はN2 purgeした後凍結乾燥処理を行った。 
(6) 質量分析スペクトルは、東北大学大学院理学研究科付属巨大分子解析研究センターに
依頼測定を行った。凍結乾燥処理した粉末を、H2O:CH3CN=1:1の溶媒で溶解させ、エレク






2. 5. BCA (ビシンコニン酸) を用いた Cu(II)の還元量の測定 
(1) 50 mM MES buffer (pH 5.0)、1.5 M NaCl水溶液、10 mMビシンコニン酸水溶液、1 mM 
CuCl2水溶液、5 mMアスコルビン酸水溶液をそれぞれ調製した。 
(2) 0.1 µmolのペプチド粉末を 200 µlのイオン交換水で溶解させ、0.5 mMペプチド水溶液
を調製した。 
(3) 表 2-3および表 2-4の組成で混合した。 
(4) NaOH水溶液で pHを 5.0に調整し、吸収スペクトルを測定した。 
測定条件 (Jasco, U3300) 
測定波長: 400–800 nm 走査速度: 120 nm/min スリット幅: 2 nm 
セル長: 1 cm 
表 2-3 コントロールの組成 
[Cu] MES AscH NaCl CuCl2 BCA H2O 
50 µM 250 µl 5 µl 50 µl 25 µl 40 µl 130 µl 
表 2-4 サンプルの組成 
[Cu] MES ペプチド NaCl CuCl2 BCA H2O 
25 µM 250 µl 50 µl 50 µl 12.5 µl 40 µl 97.5 µl 
50 µM 250 µl 50 µl 50 µl 25 µl 40 µl 85 µl 
100 µM 250 µl 50 µl 50 µl 50 µl 40 µl 60 µl 





2. 6. 紫外吸収スペクトル測定によるトリプトファン側鎖環境の測定 
(1) 10 mM CuCl2水溶液を調製した。 
(2) 0.05 µmolのペプチド粉末をイオン交換水 500 µlで溶解させ 1 mMとし、Cu非添加のサ
ンプルとした。 
(3) 0.05 µmolのペプチド粉末をイオン交換水 450 µlで溶解させ、10 mM CuCl2を 50 µl添加
し、ペプチドとCuCl2の終濃度を共に 1 mMとした。 
(4) NaOH水溶液で、サンプルの pHを 5.0に調整し、吸収スペクトルを測定した。 
測定条件 (Jasco, U3300) 
測定波長: 200–350 nm 走査速度: 120 nm/min スリット幅: 2 nm 
セル長: 1 mm 
 
 
2. 7. 紫外共鳴ラマンスペクトルの測定 
(1) 1 mM CuCl2水溶液を調製した。 
(2) 0.5 µmolのCtr4(113-136)ペプチドをイオン交換水 2.5 mlで溶解させ 0.2 mMとし、Cu非
添加のサンプルとした。 
(3) 0.5 µmolのCtr4(113-136)ペプチドをイオン交換水 2.0 mlで溶解させ、1 mM CuCl2水溶液
を 0.5 ml添加し、ペプチドとCuCl2の終濃度を共に 0.2 mMとした。 
(4) NaOH水溶液でサンプルの pHを 5.0に調整し、試料を回転しながら測定する回転セル
を用いてラマンスペクトルを測定した。 
測定条件 
励起: 229 nm 分光器: TR-600UV 検出器: LN/CCD-1752 露光時間: 30秒 





2. 8. Ctr4(113-136)の CDスペクトル測定 
(1) 溶媒としてCH3CNを用いて 8 mM [Cu(CH3CN)4]PF6ストック溶液を調製した。 
(2) 0.5 µmolのペプチド粉末を 1000 µlのMES buffer (50 mM, pH 5.0) に溶解させ、500 µM 
ペプチド溶液とした。 
(3) 500 µMペプチド溶液、8 mM Cu(I)、CH3CN、MES buffer (50 mM, pH 5.0) を表 2-5の組
成で混合し、Cu(I)添加なしおよび Cu(I)添加ありのサンプルとした。ペプチドの終濃度は
50 µM、Cu(I)の終濃度は 0または 100 µM、CH3CNの終濃度は 4 v/v %である。 
 (4) 以下の条件でCDスペクトルを測定した。 
測定条件 (Jasco, J-820) 
セル長: 1 mm 測定波長: 190–300 nm 積算回数: 8回 スリット幅: 4 nm 
感度: Standard (100 mdeg) 走査速度: 50 nm/min レスポンス: 4 sec 
(3) 得られた CD スペクトルから、緩衝溶液のみのスペクトルまたはリポソームのみのス
ペクトルを減算し、サンプルのスペクトルを得た。 
表 2-5 CDスペクトル測定におけるサンプルの組成 
Cu(I)/peptide 500 µM peptide 8 mM Cu(I) acetonitrile MES buffer 
Cu(I)なし 100 µl 0 µl 40 µl 860 µl 
Cu(I)あり 100 µl 20 µl 20 µl 860 µl 
 
 
2. 9. Cys/Trpモチーフと Cu(I)との結合定数の算出 
(1) 50 mM MES buffer (pH 5.0) を調製した。 
(2) 5 mM BCA水溶液、5 mM [Cu (CH3CN)4]PF6 / CH3CN溶液をそれぞれ調製した。 
(3) 0.5 µmolのペプチドを 1 ml のMES bufferで溶解させ、0.5 mM ペプチドとした。 




測定条件 (Jasco, U3300) 
測定波長: 400–800 nm 走査速度: 120 nm/min スリット幅: 2 nm 
セル長: 1 cm 
表 2-6 結合定数算出実験におけるサンプルの組成 
Peptide 濃度 5 mM [Cu(CH3CN)4]PF6 5 mM BCA 0.5 mM peptide MES buffer 
0 (µM) 10 µl 40 µl 0 µl 950 µl 
5 10 µl 40 µl 10 µl 940 µl 
10 10 µl 40 µl 20 µl 930 µl 
25 10 µl 40 µl 50 µl 900 µl 
50 10 µl 40 µl 100 µl 850 µl 




0.5である (式 2-3)。測定はN2雰囲気下で行った。 
 Cu(I)の結合定数の算出には、競合するリガンドとして BCA を用いた。BCA は Cu(I)と
2:1で結合し、562 nmに吸収 (ε562= 7900) を示す (式 2-4)。銅の終濃度が 100 µM、BCAの
終濃度が400 µMとなるようにpH 5.0のMES buffer (50 mM) を用いてサンプル溶液を調製
した。この溶液に、ペプチドの終濃度が 2.5–25 µMとなるようにペプチドのストック溶液
を添加し、ペプチドとの競合によるBCA2-Cu(I)錯体の吸収の減少を測定した。この時の平
衡反応 (式 2-5)の平衡定数 K を求め、K と KBCAの値を用いてペプチドと Cu(I)の結合定数
を求めた (式 2-6)。 




  (2-3) 
 






  (2-4) 
 





  (2-5) 
 
𝐾1𝐾2 = 𝐾 × 𝐾𝐵𝐶𝐴
2  (2-6) 
 
 
2. 10. リポソームストック溶液の調製 
(1) 3.0 mgの POPC (1-palmitoyl-2-oleoyl-sn-glycero-3-phosphocholine) (Avanti Pola lipids, Inc) 
を秤量した。 
(2) 秤量した脂質を、クロロホルム:メタノール＝1:1の溶媒で溶解した。 
(3) 溶解した脂質を、50 mlナスフラスコの底面に置いた。 
(4) ロータリーエバポレーターでナスフラスコを回転させながら溶媒を留去し、ナスフラ
スコ底面に脂質薄膜を形成した。 
(5) 形成した脂質薄膜を、20 Pa以下で 2時間以上 (一晩まで) 乾燥した。 
(6) 乾燥した脂質薄膜に、2 mlの 50 mM MES pH 5.0を滴下した。 
(7) 40℃の湯浴で緩衝液を温め、その後ナスフラスコを 30秒ほどボルテックスミキサーで
攪拌し、脂質薄膜をナスフラスコ内壁から剥がした。この操作は 7回繰り返した。 








2. 11. リポソームの有無による Cys/Trpモチーフの蛍光スペクトルの変化 
(1) 2 mM POPCリポソームのストック溶液を、2. 9.の手順に従って調製した。 
(2) 0.05 µmolのCtr4(113-136)を 1 mlの 50 mM MES bufferで溶解し、50 µM ペプチドのス
トック溶液を調製した。 
(3) 1.5 mgの[Cu(CH3CN)4]PF6を 2 mlのN2 purgeしたCH3CNで溶解し、2 mM Cu(I)ストッ
ク溶液を調製した。 
(4) 表 2-7 の組成で溶液を混合し、「リポソームなし、Cu(I)なし」「リポソームなし、Cu(I)
あり」「リポソームあり、Cu(I)なし」「リポソームなし、Cu(I)あり」のサンプルを調製した。 
表 2-7 脂質膜存在下での蛍光スペクトル測定におけるサンプルの組成 
2 mM POPC 
or buffer 
50 µM peptide 2 mM Cu(I) 
or acetonitrile 
buffer 
100 µl 40 µl 2 µl 158 µl 
(5) 3×3 mmのミクロセルを用い、以下の測定条件で蛍光スペクトルを測定した。 
 測定条件 (Jasco, FP-6500) 
励起波長: 295 nmまたは 305 nm 測定波長: 305–580 nmまたは 315–580 nm 







2. 12. Stern-Volmer消光実験 
(1) 2 Mのアクリルアミドストック溶液を調製した。 
(2) 2 mM POPCリポソームのストック溶液を、2. 9. の手順で調製した。 
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(3) 0.05 µmolのCtr4(113-136)を 1 mlの 50 mM MES bufferで溶解し、50 µM ペプチドのス
トック溶液を調製した。 




アクリルアミドの濃度を 0–0.2 Mの範囲で変化させた。 
表 2-8 Stern-Volmer消光実験におけるサンプルの組成 
acrylamide 
(M) 




2 mM Cu(I) 
or acetonitrile 
buffer H2O 2 M 
acrylamide 
0 100 µl 40 µl 2 µl 138 µl 20 µl 0 µl 
0.04 100 µl 40 µl 2 µl 138 µl 16 µl 4 µl 
0.08 100 µl 40 µl 2 µl 138 µl 12 µl 8 µl 
0.12 100 µl 40 µl 2 µl 138 µl 8 µl 12 µl 
0.16 100 µl 40 µl 2 µl 138 µl 4 µl 16 µl 
0.2 100 µl 40 µl 2 µl 138 µl 0 µl 20 µl 
(6) 3×3 mmのミクロセルを用い、以下の測定条件で蛍光スペクトルを測定した。 
測定条件 (Jasco, FP-6500) 
励起波長: 295 nm 測定波長: 305–580 nm 励起バンド幅: 5 nm 
蛍光バンド幅: 5 nm 感度: Medium 走査速度: 200 nm/min 
(7) 得られた蛍光スペクトルは、320〜380 nmの範囲で 15次の多項式でフィッティングし、
ピーク強度を求めた。 
(8) アクリルアミド濃度に対する F0 / Fのプロット (Stern-Volmer プロット) を作成し、こ




2. 13. 蛍光寿命測定 
(1) サンプル溶液は 2. 10.の (1) ~ (4) と同じ方法で調製した。 
(2) 蛍光寿命は、時間相関単一光子計数法を用いて測定した。励起光源としてパルス LED 
(PicoQuant GmbH、10MHz、300nm、~500 ps) を使用した。分光器を用いて 350 nmの蛍光










2. 14. 脂質膜存在下における CDスペクトル測定 
(1) サンプル溶液は 2. 10.の (1) ~ (4) と同じ方法で調製した。 
(2) 以下の条件でCDスペクトルを測定した。 
測定条件 (Jasco, J-820) 
セル長: 1 mm 測定波長: 190–300 nm 積算回数: 8回 スリット幅: 4 nm 
感度: Standard (100 mdeg) 走査速度: 50 nm/min レスポンス: 4 sec 






2. 15. ラマンスペクトル測定 
(1) 2. 9. と同様の手順で 5 mM POPCリポソームのストック溶液を調製した。 
(2) 0.5 µmolのCtr4(113-136)を 50 µlの 50 mM MES bufferに溶解し、10 mM のペプチドス
トック溶液を調製した。 
(3) 14.9 mgの[Cu(CH3CN)4]PF6を 4 mlのN2 purgeしたCH3CNに溶解し、10 mMのペプチ
ドストック溶液を調製した。 
(4) 表 2-9 の組成で混合し、「リポソームあり、Cu(I)なし」「リポソームあり、Cu(I)あり」
のサンプル溶液を調製した。 
表 2-9 脂質膜存在下でのラマンスペクトル測定におけるサンプルの組成 
5 mM POPC 10 mM peptide 10 mM Cu(I) or acetonitrile 
40 µl 5 µl 5 µl 
(5) 各サンプルのラマンスペクトルを測定した。 
測定条件 (Jasco, NRS-3100AR) 
励起波長: 488.0 nm、露光・積算時間: 30 min、減光器: オープン、 







3. 1. 序 
 生命の維持に必要不可欠な必須微量元素の一種である銅は、様々な輸送タンパク質によ
って細胞内の濃度が厳密に制御されている[1-4]。それらの銅輸送タンパク質のうち、主に
























ソフトな金属イオンである Ag(I)は Ctr による Cu(I)輸送を競合的に阻害するが、二価の金
属イオンは競合しない[50,60]。 
このように、Ctr タンパク質の細胞外ドメインは、Cu(I)の選択的な捕捉に重要な役割を





























表 3-1 BLASTによる検索で得られた菌類のCtrにおけるCys/Trpモチーフ 
Ctr4 (Schizosaccharomyces pombe) SSCKLSMYWNWYTIDACFITK 
Ctr5 (Schizosaccharomyces pombe) ATCRMSMLWNWYIHDSCFLAK 
Ctr3 (Saccharomyces cerevisiae) ATCKISMLWNWYTIDTCFIAR 
Ctr3 (Aspergillus udagawae) SSCKISMLWNWYTIDACFLSS 
Ctr Copper transporter (Metarhizium guizhouense) SSCKISMLWNWYTIDACFLTP 
Ctr Copper transporter (Candida tenuis) PACKISMLWNWYTIDSCFIAK 





3. 2. 結果 
3. 2. 1. Cu(II)の添加による S-Cu(I)由来の蛍光の出現 
 ペプチド Ctr4(113-136)に対して、Cu(II)して CuCl2を添加し、300 nm を励起波長として
蛍光スペクトルを測定した結果を図 3-1に示す。500から 600 nmの領域には、多核構造を
有する S-Cu(I)錯体由来の蛍光が観測されることが、メタロチオネインや各種の低分子化合
物を用いた研究により知られている[11-18]。 














した後、NaOH水溶液で pHを 5.0に調整し、測定を行った。 
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3. 2. 2. Cys/Trpモチーフにより還元された Cu(I)の定量 
 3. 2. 1. に示した蛍光スペクトルの結果より、Cys/Trpモチーフを含むペプチドに Cu(II)
を添加すると、Cu(II)は Cu(I)に還元されることが明らかになった。この還元反応の化学量
論について、Cu(I)選択的な比色定量試薬であるビシンコニン酸 (Bicinchoninic acid, BCA) 
を用いて、BCA2-Cu(I)錯体の吸収強度から、生成したCu(I)を定量することにより、Cys/Trp
モチーフによるCu(II)の還元反応の化学量論について定量を行った。BCA2-Cu(I)錯体は 562 
nmに 7900 M-1 cm-1の吸収を有する[65]。 








ニン酸-Cu(I)錯体のバンド強度を求めた (図 3-3)。 
吸光度から、生成したCu(I)の濃度を算出すると、Cu(II) 0.5 eq.では 19 μM、1 eq.では 44 μM、





 一般に、Cys 残基の SH 基は、チオレートアニオンからの一電子移動によって Cu(II)を












図 3-2 50 mM MES buffer (pH 5.0)中で、50 µMのCtr4(113-136)に 25, 50, 100, 200 µMの
CuCl2を反応させ、生成したCu(I)を 800 µMのBCAで検出した。562 nmに観測されて
いるのがBCA2-Cu(I)錯体由来の吸収である[2L]。 
 










3. 2. 3. 銅添加による S-S結合の形成 




 Ctr4(113-136)に対して 1当量のCuCl2を添加する前後のラマンスペクトルを図 3-5A,Bに
示す。図 3-5 Aのスペクトルは、2932 cm–1のCH伸縮振動バンドの面積強度で規格化して
いる。また図 3-5 Bのスペクトルは、756 cm–1のトリプトファンのW18バンドの面積強度
で規格化している。図 3-5Aより、銅の添加によってペプチドの SH伸縮振動強度が著しく

































Cys/Trp中に存在するCys残基の数は 2残基であり、また 1 molの S-S結合が生成する際
に 2 molのCu(II)が還元される。この実験でCtr(113-136)に添加したCuCl2はペプチドに対
して 1当量であるため、Cu(II)の還元によって消費され、S-S結合を形成する SH基は全体



















3. 2. 4. 質量分析 
 銅の還元と同時に形成された S-S結合が、分子内であるか分子間であるかを確認するた
めに、Ctr4(113-136)に対して 1当量のCuCl2を添加し、質量分析に付した (図 3-6)。図 3-6 (a) 
においてm/z 503.25、603.69、754.37、1005.5に観察されたピークは、全てモノアイソトピ
ック質量が 3012.5の化学種の、6価、5価、4価、3価のピークである。代表してm/z 603.69





また、m/z 628.87、785.83 のピークは、ともにモノアイソトピック質量が 3138.3 の化学
種の 5価、4価のピークであった。代表して、m/z 785.83のピークを拡大した図を図 3-6 (c) 
に示す。同位体ピークの分裂幅が 0.25であるため、このピークは 4価のイオンである。分









また、m/z 862.13のような分子間 S-S結合形成種のピークも分子間 S-S結合形成種も若干









図 3-6 Ctr4(113-136)に対し 1当量のCuCl2を添加したサンプルの質量分析スペクトル。(a) 







3. 2. 5. 分子内 S-S結合を形成した分子種の分離・定量 
3. 2. 2.で得られた化学量論から、ペプチドに対して 1当量のCu(II)を添加すると、0.5当
量のペプチドが 1 当量の Cu(II)を Cu(I)に還元し、残り 0.5 当量のペプチドが、生成した 1
当量のCu(I)を捕捉していると考えられるという仮説を立てた (3. 2. 4.)。この仮説を検証す
るため、HPLCによる分離分析を行った。 
Ctr4(113-136)に 1当量の Cu(II)を添加し、添加直後 (0時間後)、15時間後、30時間後に
ついてクロマトグラフィーによる分離分析を行った結果を図 3-7に示す。図 3-7 (a) は、下










添加 30時間後のサンプルを質量分析に付し、溶出時間 21.5 分のサンプルが分子内 S-S 結
合を形成した化学種であることを確認している (data not shown)。 
銅添加直後のクロマトグラムについて、ピークを Voigt 関数でフィッティングし、面積
強度からそれぞれの化学種の定量を行った結果を図 3-7 (b) に示す。定量の結果、S-S結合
を形成したペプチドは全体の 53.8%であると算出された。ペプチドに対して 1当量のCu(II)
を添加すると、0.5 当量のペプチドが 1 当量の Cu(II)を Cu(I)に還元し、分子内 S-S 結合を
形成することが確かめられた。 





















3. 3. 考察 
Cys/Trp モチーフに 1 当量の Cu(II)を添加すると、速やかに Cu(I)が生成したことが、蛍
光スペクトル測定 (3. 2. 1.) により示された。また、比色定量試薬であるビシンコニン酸を
用いたCu(I)の定量 (3. 2. 2.) から、Cys/Trpモチーフに 1分子対して 2原子までの銅が還元
されることが示された。Cys 残基の SH 基は一電子移動によって銅を還元することが知ら
れている (式 3-1)。 
2RSH + 2Cu(II) → 2RS・ + 2Cu(I) → RSSR + 2Cu(I) (3-1) 
Cys/Trp モチーフ中には Cys 残基が 2 残基存在する。したがって、モチーフ 1 分子あた
り 2 原子の銅イオンを還元するという化学量論は、Cys 残基による還元機構を示唆する結
果である。したがって、Cys/Trpモチーフによる銅の還元は、Cys残基によって行われたと
考えられる。一電子移動による銅の還元では、チオレートラジカルが生成する。非共鳴ラ
マンスペクトルによって検出された S-S 結合は、2 つのチオレートラジカルが結合して生
成したものだと考察される。 
結果 3. 2. 1.で測定した蛍光スペクトルから、Cys/Trpモチーフに 1当量のCu(II)を添加す
ると、S-Cu(I)結合が生成することが示された。したがって、Cys/Trp モチーフは Cys 残基
のチオレートを介してCu(I)を捕捉すると考えられる。また、結果 3. 2. 4. の質量分析スペ
クトルから、Cys/Trp モチーフ 1 分子には 2 原子の銅が結合することが示された。一方、
S-S結合を形成したペプチドの定量 (3. 2. 5.) より、銅の添加直後におよそ半分のペプチド
が分子内ジスルフィドを形成した。式 3-1より、S-S結合が 1つ形成される際に、2原子の
銅が還元される。したがって、1当量のペプチドに 1当量のCu(II)を添加すると、0.5当量
のペプチドが Cu(II)を Cu(I)に還元し、残り 0.5当量のペプチドが、S-Cu(I)結合を介して還
元された銅を捕捉していると考えられる (図 3-8)。 










て機能する金属還元酵素として Fre1, Fre2, Steap proteinなどが同定されている[40,42]。しか
し、Ctr4 が発現している分裂酵母 Schizosaccaromyces pombe では、そのような金属還元酵
素はいまだ発見されていない。Cys/Trp モチーフが Cu(II)の還元能を持つという結果から、
Ctr4が自らCu(II)をCu(I)に還元し、輸送すると考えられる (図 3-9)。 
この機構には、銅の還元によって酸化された S-S 結合が再び還元されないと Ctr が銅を
輸送できないという問題点がある。酸化された S-S結合を還元する機構として、Ctr4とCtr5
















イオンとの相互作用が少ない Good’s buffer のうち、もっとも酸性側で緩衝能を示す MES 
bufferを用いて実験を行ったためである。 
 pH 7.4 で Cys/Trp モチーフが Cu(I)を結合すると、速やかに S-S 結合が形成され、Cu(I)
は二価にもどってしまい、S-Cu(I)結合は安定には保持されない。SH 基は OH 基と比較し
て pKaが小さく、9-12程度であり、また、S-S結合の交換反応は中性付近 (pH 7-8) で容易
図 3-9 (a) Ctr タンパク質と金属還元酵素が協働する銅輸送機構。金属還元酵素とし



















4. 1. 序 
Cu(I)輸送タンパク質であるCtrタンパク質の構造-機能相関は、主にクライオ電子顕微鏡
像をもとに行った計算で得られた全原子モデルによって研究されている。Ctr の N 末端側
の細胞外ドメインには、Met残基が 1残基おきまたは 2残基おきに 3つ並んだモチーフが
よく保存されている[51]。MxxMxM、MxMxxM、MxxMxxMなどと書き表されるこのモチ
ーフは、メチオニンモチーフ (Mets motifs) と呼ばれ、Cu(I)の結合サイトとして多くのCtr
タンパク質に保存されている[49, 50, 51]。Mets motifに関しては、10残基前後のモデルペプ
チドを用いた先行研究が豊富に行われており、チオエーテルがCu(I)を捕捉すること、Met
残基のみの配位によってMets motifは106 M-1程度の結合定数を有することが明らかになっ










末端側細胞外領域に存在する他の 5つのMets motif が無くても銅輸送が可能である[52]。
文献 52は、細胞に発現するCtr4およびCtr5の鎖長や配列を変更し、それぞれの金属結合
モチーフやアミノ酸残基が銅輸送活性に与える影響を、Ctr を発現した細胞の生死から評
価しており、Met122残基はその 1残基だけで 5つのMets motifと同等の銅輸送活性をCtr4


















モ三量体を形成するのに対し、第 3章で Cu(II)との反応を解析した分裂酵母 Ctr4は、2分
子のCtr4と 1分子の Ctr5でヘテロの三量体を形成するユニークなCtrである[66]。Ctr4、










4. 2. 結果 
4. 2. 1. Cys/Trpモチーフと Cu(I)の結合の化学量論 
 ペプチドCtr4(113-136)およびCtr5(22-45) 50 Mに対してCu(I)を添加し、Trp残基の蛍光
強度の変化を測定した (図 4-1 (a), (b))。Cu(I)の添加量を 25 M (0.5 eq.)、50 M (1 eq.)、75 µM 
(1.5 eq.)、100 M (2 eq.)、150 µM (3 eq.)、200 M (4 eq.)と変化させると、Ctr4とCtr5の両
方の Cys/Trp モチーフモデルペプチドで、トリプトファン蛍光の強度は減少した。トリプ
トファン蛍光強度の減少はCu(I)の添加量がペプチドに対して 2当量になると停止し、それ




 また、図 3-1 に示した、Cu(II)の添加時に観測された S-Cu(I)結合由来の蛍光も、Cu(I)の
添加によって、Ctr4(113-136)とCtr5(22-45)の両方で観測された。S-Cu(I)結合由来の蛍光は、
Cu(I)の添加量が 1.5当量を越えると急激に蛍光強度を増し、Cu(I)の添加量が 2当量で最大
になった。S-Cu(I)結合由来の蛍光のこのような挙動は、Cys/Trp モチーフ 1 分子に 2 原子
のCu(I)が結合できるという考察と矛盾しない。S-Cu(I)結合由来の蛍光は、主にクラスター
様の多核の錯体で報告されている。ペプチドに対してCu(I)の添加量が少ない場合には、ク
図 4-1 (a) Ctr4(113-136)と(b) Ctr5(22-45)にCu(I)として[Cu(CH3CN)4]PF6を添加し、トリプトファン蛍
光スペクトルを測定した(励起波長: 295 nm)。測定は 50 mM MES buffer (pH 5.0)中で行い、ペプチド


















4. 2. 2. S-Cu(I)結合由来の蛍光に関する励起スペクトルの測定 






る。もう一つは 280 nm の励起バンドで、これはトリプトファンの吸収波長と一致する。
トリプトファンの蛍光ピーク波長は 350 nm 付近であり、Trp 残基から S-Cu(I)結合への





 また、結果 4. 2. 1.でCu(I)の添加に伴いトリプトファン蛍光の強度が減少したのは、Trp




4. 2. 3. 銅の添加に伴うトリプトファン側鎖環境の変化 
 蛍光励起スペクトルの測定によって、Cys/Trpモチーフの Trp残基が、S-Cu(I)クラスター
の近傍に存在することが明らかになった。インドール環の π電子がCu(I)と相互作用する例




図 4-2 イオン交換水中で 0.05 mMのCtr4(113-136)とCtr5(22-45)に対して1当量のCuCl2を添加
し、蛍光波長を 550 nmとして蛍光励起スペクトルを測定した。サンプル溶液はNaOHで pH 5.0
に調整し、測定を行った。また挿入図として同じ条件で測定した蛍光スペクトルを示す。得ら




















図 4-3 イオン交換水中で 0.05 mMの(a) Ctr4(113-136)と(b) Ctr5(22-45)に対して 1当量のCuCl2を添
















まず、Ctr4(113-136)のUVRRスペクトル (図 4-4 (a)) について考察を行う。図 4-4 (a) で
は、チロシン (Y9a: 1177–1179 cm-1) のバンドには変化が無く、またトリプトファンのバン





次に、Ctr5(22-45)のUVRRスペクトル (図 4-4 (b)) について考察を行う。図 4-4 (b) では、





原子の N 原子 (Nπ および Nτ、図 4-5) のうち、Nτ 原子が金属に配位している場合 
(His-Nτ-Metal) のイミダゾール環 C4=C5伸縮振動バンドが挙げられる。Zinc Finger protein
と Zn(II)の結合に際して、His残基のNτ原子がZn(II)に配位するが、このときHisのC4=C5





















































































4. 2. 5. BCAを用いたCys/Trpモチーフの Cu(I)結合定数の算出 
ペプチドと Cu(I)の結合に対して競合するリガンドとして、Cu(I)の比色定量試薬である
BCA を用いて、ペプチドと Cu(I)の結合定数の算出を行った。実験項に記した式 2-3～式
図 4-7 50 mM MES buffer (pH 5.0)中で、50 µMの(a) Ctr4(113-136)および(b) Ctr5(22-45)に 0.1 mM




2-6を下に再掲する。BCA濃度を 400 µM、Cu(I)濃度を 100 µMに固定し、ペプチドの濃度




は、400 µM – 2×[BCA2-Cu(I)]とした。peptide-Cu(I)2錯体の濃度[peptide-Cu(I)2]は、Cu(I)の
総濃度が 100 µMなので、BCAにもペプチドにも結合していないCu(I)の濃度は無視できる




数 (K1 K2) を式 2-6から得ることができる。 
 




  (2-3) 
 




  (2-4) 
 





  (2-5) 
 
𝐾1𝐾2 = 𝐾 × 𝐾𝐵𝐶𝐴









 得られた結合定数 (K1 K2)
0.5は、Ctr4(113-136)においては (1.9±0.2)×1011 M-1、Ctr5(22-45)














4. 3. 考察 
4. 3. 1. Ctr4と Ctr5の Cys/Trpモチーフにおける Cu(I)の結合構造 
 得られた結果をもとに、Ctr4とCtr5のCys/TrpモチーフにおけるCu(I)結合構造について
考察を行う。第 3章で述べたように、Cys/Trpモチーフのモデルペプチドに銅を添加したこ






Ctr4 の S-Cu(I)由来の蛍光は、Ctr5 の蛍光と比較して強度が大きかったことから、
Ctr4(113-136)は 2 残基の Cys と 2 原子の Cu(I)で多核 (2 核) の錯体を形成し、クラスター
様の構造を持っているのに対し、Ctr5(22-45)は 1 つの分子の中で単核の錯体を 2 つ形成し
ているために蛍光強度が弱いのではないかと考察した。 
 次に、Trp残基について、4. 2. 2.でTrpからS-Cu(I)結合へのFRETが観測されたことから、













用をしていると考えられる。Cys/Trpモチーフ中に Trp残基は 2つ存在するが、両方の Trp
残基がカチオン-π相互作用をしていると考えられる。仮に片方のみの Trp残基が相互作用









   
 
以上より、Ctr4、Ctr5とCu(I)の配位構造は、それぞれ次の図 4-9 (a), (b) のように考察し
た。Ctr5が形成する単核の錯体において、もう片方にも配位子が結合していると考えられ
るが、本研究で行った測定では配位子を同定することはできなかった。His 残基は下流側









するアミノ酸残基であると考えられる。3. 1.、4. 1.で述べた膜貫通領域から約 20残基上流
のMet残基が、もうひとつの配位子である可能性が高い。 
 
4. 3. 2. Cys/Trpモチーフと Cu(I)の結合定数と、Ctrの銅輸送機構との関連 
 Cys/Trpモチーフは、1011 M-1程度の高い結合定数を持っていることを示した。これまで




モチーフである (図 4-10)。Ctr5にはMets motifは存在しないが、Ctr4には 5つのMets motif
が存在する。Cys/Trp モチーフと比較すると結合定数が低いものの、数多く存在する Mets 
motif は、細胞外の広い領域から Cu(I)を集める役割を果たしていると考えられる (図 4-10
中の矢印 (1))。Mets motifが集めたCu(I)は、より下流の、膜貫通領域に近い場所に位置す
る Cys/Trpモチーフに、結合定数の勾配によって引き寄せられると考えられる (図 4-10中
の矢印 (2))。 























図 4-10 Mets motifとCys/Trpモチーフの結合定数の勾配を利用したCu(I)の輸送機構。(1) 比較
的結合定数は低いが、数多く存在するCtr4のMets motifが細胞外の幅広い領域からCu(I)を集
める。(2) Cys/TrpモチーフはMets motifよりも結合定数が大きい。Mets motifに結合したCu(I)





















































5. 2. 結果 
5. 2. 1. 脂質二重膜存在下におけるトリプトファン残基の蛍光 










POPC リポソームの存在下における、2 当量の Cu(I)添加前後の Cys/Trp モチーフの蛍光ス
ペクトルおよび励起スペクトルである。Cu(I)の添加によって、4. 2. 1.で得られたような、
350 nm付近のトリプトファン蛍光の減少と 550nm付近の S-Cu(I)蛍光の出現を確認した。
4. 2. 2.と同様、トリプトファン蛍光の減少が FRETによって引き起こされることも、励起
スペクトルによって確認した。550 nmにおける蛍光励起スペクトル (図 5-1 (a)、挿入図) に
は、330 nmおよび 280 nmにそれぞれ S-Cu(I)結合および Trp残基に帰属される 2つの励起












5. 2. 2. Red edge excitation shiftによる Cys/Trpモチーフ周辺環境の評価 
POPC リポソームの存在下において、Cys/Trp モチーフの Trp蛍光の Red edge excitation 
shift (REES) を測定した。REESとは、ある蛍光団の蛍光ピーク波長の、短波長側での励起
と長波長側での励起における差を測定することで、蛍光団周囲の溶媒の粘性を定性的に評










図 5-1 (a) 1 mM POPCリポソームの存在下において、10 µMのCtr4(113-136)に 20 µMの
[Cu(CH3CN)4]PF6を添加する前後のトリプトファン蛍光スペクトルと、S-Cu(I)蛍光の励起
スペクトル(inset)。蛍光スペクトルの励起波長は 295 nm、蛍光励起スペクトルの蛍光波
長は 550 nm。(b) 10 µM Ctr4(113-136)のトリプトファン蛍光スペクトルの、POPCリポソ
ーム(脂質濃度 1 mM)の有無による変化。励起波長は 295 nm。 











リポソームの非存在下における Cu(I)添加前後の REES を測定した結果を、図 5-3の (a) 
および (b) にそれぞれ示す。Cu(I)添加の有無に関わらず、295 nmと 305 nmにおける蛍光
ピーク波長の差、すなわち REES は 2–3 nm であった。POPC リポソームの存在下、Cu(I)
の添加が無い条件でREESを測定した結果を図5-3 (c) に示す。REESの値は3.3nmであり、
これはリポソームの非存在下で観察された値と大きな違いはなく、ペプチドとリポソーム





















図 5-3 10 µM Ctr4(113-136)に関してREESを測定した結果。295 nm励起の蛍光スペクト
ルを黒で、305 nm励起の蛍光スペクトルを青で示している。(a) リポソーム添加なし、
Cu(I)添加なし。(b) リポソーム添加なし、20 µM Cu(I)添加。(c) 1 mM POPCリポソーム
添加、Cu(I)添加なし。(d) 1 mM POPCリポソーム添加、20 µM Cu(I)添加。 
Reprinted with permission from [3L]. Copyright 2018 American Chemical Society. 
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5. 2. 3. Stern-Volmer消光実験 











τ0と動的消光の速度定数 kqを用いて、式 5-2のようにあらわすことができる。 
𝐹0
𝐹
= 1 + 𝐾SV[𝑄]  (5-1) 






図 5-4 (a) および 5-4 (b) に、リポソームの非存在下および存在下でのCys/Trpモチーフ
の Trp 蛍光についての Stern-Volmer プロットを示す。消光剤としてはアクリルアミドを用
いている。リポソームが無い条件では、KSVはCu(I)の添加によって半分近くまで減少した。






   
 
 
5. 2. 4. 蛍光寿命測定 
Trp蛍光の減衰曲線は、時間相関単一光子計数 (TCSPC) 法を用いて測定し、二成分の指
数関数によってフィッティングを行った。フィッティングの結果得られた各成分の係数A
と蛍光寿命 τから平均の蛍光寿命 τaveを計算し、τaveおよび KSVから Trpの kqを推定した。
測定は各サンプルについて 3回実施した。表 5-1は 3つの測定結果の平均と標準偏差をま
とめたものである。 
リポソームの非存在下では、Trp 残基の τaveは Cu(I)の添加により減少した。これは Trp
から S-Cu(I)結合への FRETが起きているためである。得られた τaveと 5. 2. 3.で得たKSVか
ら、式 5-2を用いて kq値を算出すると、リポソームを含まない系ではCu(I)の添加によって
図 5-4 10 µMのCtr4(113-136)のトリプトファン蛍光に関して、20 µMのCu(I)の有無によ
る Stern-Volmerプロットの変化を比較した結果。(a)リポソーム添加なしの場合。(b) 1 mM
の POPCリポソームが存在する場合。縦軸の切片を 1に固定して最小二乗法で近似直線
を作成し、その傾きをKSVとした。 


























































































5. 2. 5. Cu(I)との相互作用による二次構造変化 
5. 2. 2.、5. 2. 3.、5. 2. 4.では、REES測定および Stern-Volmer消光実験によって、Cys/Trp




ポソーム添加なし、Cu(I)添加なし。(b) リポソーム添加なし、20 µM Cu(I)添加。(c) 1 mM POPC
リポソーム添加、Cu(I)添加なし。(d) 1 mM POPCリポソーム添加、20 µM Cu(I)添加。 










4 mMの POPCリポソーム存在下で、1 mMのCtr4(113-136)のラマンスペクトルを測定し
た結果を図 5-6に示す。1665 cm-1に主鎖アミドに由来するアミド Iバンドが観測された。




図 5-6 4 mM POPCリポソーム存在下において、1 mM Ctr4(113-136)のラマンスペクトルを測
定した結果。黒が銅添加なし、青が 2 mMのCu(I)を添加した場合のスペクトル。＊で示し
た箇所は、溶媒中に含まれるCH3CNのバンドの影響が表れている部分である。 












の測定は 50 mM MES buffer (pH 5.0)中で行われた。(a) 1 mM POPCリポソーム存在下におい
て、10 µM Ctr4(113-136)のCDスペクトルを測定した結果。黒が銅添加なし、青が 20 µMの
Cu(I)を添加した場合のスペクトル。(b) 10 µM Ctr4(113-136)のCDスペクトルを測定した結
果。黒が銅添加なし、青が 20 µM の Cu(I)を添加した場合のスペクトル。(c) 10 µM 
Ctr4(113-136)のCDスペクトルを10℃(黒)の条件と60℃(青)の条件で測定した結果。(d) 1 mM 
POPCと 10 µM Ctr4(113-136)を混合したサンプルを、60℃で 30分加熱したのち、常温(25℃)
でREESを測定した結果。 

















るために、リポソームとペプチドを混合し、60℃で 30 分加熱した後、常温に戻して Trp




5. 3. 考察 









ている。消光反応の速度定数 kq (表 5-1)がリポソームの存在下でより小さくなったことも、
リポソームへの吸着によって、Trp残基の露出度合いが減少したためと考えられる。 
Cys/Trpモチーフは、Cu(I)の結合によって二次構造が変化し (5. 2. 5.)、さらに脂質二重膜
との親和性が高くなる (5. 2. 2.、5. 2. 3.、5. 2. 4.)。Trp蛍光のREES値の増大によって、Cu(I)










また、リポソーム存在下において、Cu(I)を結合した Cys/Trp モチーフの CDスペクトル
は、リポソームが無い場合と比較してより大きな構造変化を示した。この結果は、β シー
ト構造を形成した Cys/Trp モチーフが脂質二重膜を好むだけではなく、脂質二重膜が β シ
ート構造を安定化することを意味しており、ペプチドの二次構造形成と膜との親和性の増
大は協奏的に発生していると考えられる。図 5-7 (c) において緩衝溶液中における
Ctr4(113-136)の熱変性は可逆的なものであり、加熱後の溶液を常温に戻すと CD スペクト
ルは元の形状に戻った。一方、図 5-7 (d) において、リポソームが存在する条件でのREES
測定では、加熱の後常温に戻したサンプルでも顕著な REESが観測された。加熱後のサン
プルは散乱の影響が大きく、CDスペクトルの測定はできなかったが、緩衝溶液中 (図 5-7 
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6. 1. 序 


















































6. 2. Cys/Trpモチーフ修飾型環状ペプチドの合成 
6. 2. 1. 鎖状ペプチドの合成 















6. 2. 2. 希酸によるペプチドの脱樹脂 
 ペプチドの脱樹脂を行う前に、まず伸長反応を終えたペプチド付きの樹脂を、DCMで
膨潤させた。あらかじめ、10本の試験管に、10% ピリジン/MeOHを 2 mlずつ分注した。
DCMで膨潤した樹脂に、2 mlの 1% TFA/DCMを加え、ボルテックスで 2分間攪拌後、10% 
ピリジン/MeOHが入った試験管に濾液を回収した。この操作を 10回行い、10本の試験管
に回収した濾液を 100 mlナスフラスコに移した。反応後の樹脂を、DCMで 3回、MeOH








6. 2. 3. Head-to-tail環状ペプチドの合成 
 6. 2. 2. で得た保護ペプチドを、低濃度条件でアミド縮合反応させると、主鎖環化ペプチ
ドが得られる。ペプチドの終濃度が 5 mM以下になるようにDMFに溶解させ、ペプチド




 得られた環状ペプチドには Lysの εアミノ基にBoc基が結合しているため、このBoc基
の脱保護を行った。脱保護に用いる脱離反応液の組成を、イオン交換水 0.25 ml、トリフ
ルオロ酢酸 5 mlとし、2. 1. 2.と同様のプロトコルでBocの脱保護を行った。合成したD,L-
環状ペプチドを (KA)3とする。 
 
6. 2. 4. (KA)3に修飾する Cys/Trpモチーフの合成 
 合成した Cys/Trpモチーフモデルペプチドは、発芽酵母 Ctr3の Cys/Trp モチーフをもと
にしたものであり、配列は下記の通りである。 
Ctr3(12-34): Ac-KKATCKISMLWNWYTIDTCFDKK-COOH 
 Ctr3 の Cys/Trp モチーフを選択した理由は、Ctr3 がホモ三量体として機能するからであ
る。同じ分子を利用して、将来的にCtr mimeticな銅イオンチャネルを人工的に合成できる
可能性を考慮した。ヘテロ三量体であるCtr4とCtr5のCys/Trpモチーフを修飾した分子を
合成するためには、Lys 側鎖に 2 種類の直交な保護基を結合させなければならず、合成が








6. 2. 5. Cys/Trpモチーフと (KA)3の縮合 
 6. 2. 4.で合成したCys/Trpモチーフモデルペプチドと (KA)3をDMF中で混合し、反応点











6. 3. Cys/Trpモチーフと Cu(I)が結合することの確認 
 実験 2. 2. 2.と同様のプロトコルで、50 mM MES buffer (pH 5.0) 中、2% CH3CN存在下で
Cys/Trp-(KA)3にCu(I)を 0–4当量まで添加し、蛍光スペクトルを測定した。 














を 10 µM(Cys/Trp-(KA)3濃度は 3.3 µM)とし、50 mM MES buffer (pH 5.0)中で行った。励起波長は 295 




6. 4. Cys/Trp-(KA)3のチャネル活性の評価 
6. 4. 1. Dehydration-Rehydration法による色素内包リポソームの調製 [107] 






 手順 2. 9.と同様の方法でリポソームストック溶液を調製した。脂質を 10 mg秤量し、ク
ロロホルム 1 mlとメタノール 1 mlの計 2 mlで溶解させ、50 mlナスフラスコの底に静かに
滴下した。エバポレーターで 30分程度かけて溶媒を留去し、ナスフラスコ底面に脂質薄膜
を形成した。脂質薄膜を遮光条件下で 20 Pa以下で 2時間以上乾燥した。乾燥後、脂質薄
膜に 50 mM MOPS buffer (pH 7.4) を 2 ml滴下したのち、40℃の水浴でナスフラスコごと脂
質薄膜を加熱し、ボルテックスすることを繰り返して脂質薄膜をナスフラスコ内表面から
剥がし、MLVの懸濁液とした。得られた懸濁液を、超音波プローブを用いて 10分以上超
音波処理を行った後、遠心してチタン粒子や残存する MLV を除去し、上清を Unilamellar 
liposomeの分散液として得た。 
 リポソーム分散液の調製に用いたものと同じ50 mM MOPS bufferを用いて30 µMのカル





 乾燥したリポソームに 0.2 mlのMOPS bufferを滴下し、緩やかにボルテックスしてふた








6. 4. 2. 色素内包リポソームを用いた Cys/Trp-(KA)3のチャネル活性の評価 
 得られたFlu-COOH-liposomeのストック溶液を50 mM MES buffer (pH 5.0)で5倍希釈し、
界面活性剤であるトリトンX-100を添加すると、カルボキシフルオレセインの蛍光強度が
著しく低下した (図 6-2)。トリトン X-100 はリポソームを崩壊させるため、リポソーム内









図6-2 得られたFlu-COOH-liposome 200 µlに1 
w/v％のTriton X-100 / H2Oを 4 µl添加する前
後でカルボキシフルオレセイン由来の蛍光強
度を比較した結果。励起波長は 493 nm。 
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った。一方、Cys/Trp モチーフで修飾していない (KA)3 は、カルボキシフルオレセイン由
来の蛍光強度の変化をもたらさなかった (図 6-3 (b))。このことから、D,L-環状ペプチド部





6-4 (a), (b), (c) である。系中に銅を添加していない場合、表 6-1に示すように、Cys/Trp-(KA)3
によってカルボキシフルオレセイン由来の蛍光強度は、Triton X-100添加時の蛍光強度の低
下を 100%とすると最大で 43 %低下した。一方、Cys/Trp-(KA)3と共にCu(I)を添加した場合 
(図 6-4 (b)) は、チャネル活性が低下し、蛍光強度の低下は 26 %にとどまった。また、





図6-3 Flu-COOH-liposome に(a) Cys/Trp-(KA)3と(b) 未修飾の(KA)3を添加してカルボキシフルオレ
セインの蛍光を測定した結果。比較のために、この時用いた Flu-COOH-liposome に Triton X-100










サンプル liposomeのみ Tritonあり 1分後 30分後 60分後 
Cuなし 33.25 (0%) 2.43 (100%) 26.25 (23%) 20.44 (42%) 19.88 (43%) 
Cu(I) 33.12 (0%) 3.53 (100%) 29.80 (11%) 25.80 (25%) 25.29 (26%) 
Cu(II) 33.25 (0%) 2.43 (100%) 30.43 (9.1%) 27.70 (18%) 26.11 (23%) 
  
図 6-4 Flu-COOH-liposome に 5 nMのCys/Trp-(KA)3
を添加し(Cys/Trpモチーフ濃度は 15 nM)、1分後、
30分後、60分後の蛍光スペクトルを測定した結果。
(a) 銅の添加が無い場合。(b) 30 nM のCu(I)を添加し
た場合。(c) 15 nMのCu(II)を添加した場合。比較の
ために、この時用いた Flu-COOH-liposome に Triton 
X-100 を添加した場合の蛍光スペクトルを合わせて





6. 4. 3. SH基の酸化によりチャネル活性が低下することの確認 
 6. 4. 2. において、Cu(II)とCys/Trpモチーフが反応することでCys/Trp-(KA)3のチャネル
活性が顕著に低下した。第 2章で述べたように、Cys/TrpモチーフはCu(II)との反応でジス
ルフィド結合を形成する。このジスルフィド結合形成によってチャネル活性が大きく低下
したのではないかと考え、チャネル活性を評価した結果と、DTNBによる SH基定量 (2. 1. 
5.参照) の結果を比較した。SH基定量の方法は 2. 1. 5.と基本的には同様だが、一部変更し
た手順を以下に記す。緩衝液としては 50 mMリン酸 buffer (pH 7.4)ではなくMOPS buffer
を使用した。測定の前に、凍結乾燥して保存しいていたCys/Trp-(KA)3のストックをMOPS 
bufferで溶解し、予め Trp残基の吸光度からサンプル溶液のCys/Trp-(KA)3についてCys/Trp
モチーフ濃度を定量した。濃度は 36.4 µMであった(SH基の還元率が 100%である場合、SH
基濃度は 72.8 µM)。過剰量のDTNBを添加し、300–550 nmの範囲で吸収スペクトルを測
定した。得られたスペクトルから、DTNBのみのスペクトルを、未反応のDTNBのバンド
がおおむね消えるように差し引き、差スペクトルを得た。 
 まず、図 6-3(a)でチャネル活性を示したサンプルについて、DTNBによる SH基定量を行
った結果を図 6-5(a)に示す。SH基濃度は 62.7 µMと求められ、SH基の還元率は 86.3%で
あった。SH基の還元率が 100%ではない理由として、土台であるD,L-(KA)3が分子間で会
合しやすい性質を持っているため、一部の SH基が分子間で S-S結合を形成してしまった




で SH基定量を行った (図 6-5 (b))。酸化後の SH基濃度は 48.2 µMとなり、SH基の還元率
は 66.2%まで低下した。(KA)3の自己集合性によって S-S結合形成が容易になっていると考












   
図 6-5 Cys/Trp-(KA)3について SH基定量を行った結果。(a) 図 6-3(a)の測定に用いたサンプルの定
量結果。(b) SH基定量を行った(a)のサンプルを空気飽和下で 1時間攪拌し、空気酸化を行ったサ
ンプルの定量結果。 
図 6-6 Flu-COOH-liposome に空気酸化後の Cys/Trp-(KA)3を 6.6 nM添加し、1分後、10分後、20
分後、40分後の蛍光スペクトルを測定した結果。比較のために、この時用いた Flu-COOH-liposome
にTriton X-100を添加した場合の蛍光スペクトルを合わせて示す。励起波長は 493 nmとした。 
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する上で非常に強力な手段になる。3、4、5 章では、Ctr タンパク質中に発見した Cys/Trp
モチーフを例に、生体分子とCu(I)の結合を分光測定によって明らかにした。 
 第 3章において、Cys/Trpモチーフに 1当量のCu(II)を添加すると、全体の半数のCys/Trp
モチーフがCu(II)を還元し、さらに還元に関与しなかったCys/Trpモチーフが 1分子あたり
2 原子の Cu(I)を結合することを示した。均一な Cys/Trp モチーフの溶液に Cu(II)を添加し












































で幅広く保存されている、膜貫通領域から 20 残基上流のMet 残基については、Cu(I)への
配位を観測できなかった。Met残基のCu(I)への配位は、C-S伸縮振動バンドの変化によっ















が結合することを、5. 2. 1.では 550 nmにおける蛍光で確認している。また、1 mM程度の
ペプチド濃度があれば、4倍のモル数の脂質存在下でもCu(I)結合に伴う主鎖構造の変化が
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